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摘 要 乳酸菌是一类重要工业菌株。最近，乳酸菌遗传学和分子生物学的研究取得长足进步，导致发展了乳酸

菌食品级基因表达系统。通过介绍乳酸菌食品级基因表达系统的基本要求、食品级选择性标记、食品级诱导物及

该系统的研究进展，展示了乳酸菌食品级基因表达系统的建立对研究乳酸菌的基因表达调控和它的深层次的开发

利用所具有的重要意义。
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乳酸菌（FGH）是一类在食品中应用最广泛的重要工业

菌株，它包括乳酸球菌、乳酸杆菌、双歧杆菌等十几个属。由

于它早就被人类用于制作泡菜、酱油，生产奶酪和酸奶而家

喻户晓，因而公认为是安全的（IJGK）食品级微生物。与大

肠杆菌、芽孢杆菌、酵母菌相比，乳酸菌分子遗传学的研究起

步较晚，对其基因转录和翻译的调控及蛋白质分泌的机制还

不甚了解。最近十多年来，乳酸菌分子生物学研究取得长足

进步。随着乳酸菌各类表达调控元件的分离，相继发展了一

批适用于乳酸菌的克隆载体、表达载体、整合载体［!］，而乳酸

菌食品级高效表达系统的构建及应用则是该领域研究的前

沿和热点。本文就乳酸菌，重点是乳酸乳球菌（ 3+0/(0(00)&
,+0/#&）食品级基因表达系统的研究进展作一介绍。

! 食品级系统的基本要求

乳酸菌食品级基因表达系统必须具备如下基本条件：

（!）载体必须是食品级的，不得含有非食品级功能性 L+G 片

段。传统的乳酸菌载体都带有一个或多个编码特定抗生素

（如红霉素、氯霉素等）抗性的基因。虽然这为遗传操作时保

持一定的选择压力，对载体的选择作用是有效的。但将抗生

素抗性基因投放到环境中或人和动物体内，由于抗性因子的

转移，将带来生物安全性的严重后果。为了防止使用抗生素

抗性标记所引起的危害，最有效的办法是用对人体安全的食

品级标记替代抗生素抗性标记以建立食品级选择性标记的

载体。（$）表达宿主必须是安全的、特性清楚而稳定的食品

级微生物，如乳酸球菌、乳酸杆菌及其它已在食品工业中得

到长期而广泛应用的菌株。必须用先进的分类方法去鉴定

宿主菌，用适当的分子生物学技术，如 L+G 序列分析、MEJ

扩增、L+G 杂交等手段去确认表达宿主的遗传组成。此外，

食品级系统的宿主菌在生产状况下，在食品中和进入人的肠

胃及消化道后必须是足够稳定的。（4）诱导物必须是食品级

的，如乳糖、蔗糖、嘌呤、嘧啶、乳链菌肽等可被人食用的物

质。

" 食品级选择性标记

目前，已成功得到了可在乳酸乳球菌及其它乳酸菌中使

用的食品级标记基因，所有这些标记基因都来源于乳酸菌或

在食品中有长期安全使用史的细菌。把这些标记基因整合

到乳酸菌来源的多拷贝质粒中，可建立起食品级载体。用于

乳酸菌食品级表达系统的食品级选择性标记主要有三类：糖

类利用标记、营养缺陷型标记和编码细菌素抗性或免疫性的

标记（表 !）。

"#! 糖类利用标记

由于糖利用在乳酸菌工业发酵中的重要作用，所以对它

进行了广泛的研究。其中以乳酸乳球菌乳糖操纵子研究得

最为深入。N9CE(O<=CP 等［#］将完整的乳糖操纵子整合到不

含质粒的乳酸乳球菌 NI3$&7 的染色体上，通过双交换使

,+04 基因失活，产生 F9CQ 表型。当将克隆有 ,+04 基因的质

粒导入 ,+04 缺陷株时就恢复了 F9CR 表型。因为在乳糖中生

长需要乳糖操纵子编码的完整酶系，其中包括由 ,+04 编码

的可溶性载体酶!GF9C。因此，,+04 基因就起选择性标记的

作用。编码 ,+04 的质粒可稳定地存在于这个乳酸乳球菌培

养物中。

乳杆菌中有少数株系可利用 L/木糖作为碳源，而且与

木糖发酵有关的基因也研究得较为清楚。因此，M(B?( 等［7］



把可发酵木糖的戊糖乳杆菌 !"#$# 染色体上的 !"# 基因簇

克隆到大肠杆菌%乳杆菌穿梭载体 &’(#$#)，得到重组质粒

&’(#$#)% *+,，再 将 其 转 入 不 能 利 用 木 糖 的 干 酪 乳 杆 菌

-.//#0# 中，结果转化子获得了可利用木糖的能力，且在含

木糖培养基上的生长速度与野生株相似。这使人们可利用

木糖发酵作为乳酸菌中食品级选择标记。

以蔗糖发酵作为选择性标记的食品级载体是由乳球菌

质粒 &1234 的复制起始点（5678 ）、戊糖片球菌 ((94:3 中的

$%&’; $%&( 基因、一段多克隆位点及一段乳球菌染色体上背景

清楚的 "<- 片段所组成。 $%&’; $%&( 基因编码产物与蔗糖转

运和 =%磷酸蔗糖的水解有关。该系统还需要乳酸乳球菌

’’43> 或 ’’#3?，它 们 可 产 生 为 5678 型 质 粒 复 制 所 必 需 的

@A&-蛋白。这个系统允许质粒通过单交换整合到乳酸乳球

菌的染色体上，在蔗糖为唯一可发酵糖的培养基上直接进行

选择［)］。

表 ! 乳酸菌食品级选择性标记

"#$%& ! "’& ())*+,-#*& .&%&/0#$%& 1#-2&-. ()- 345

BA,ACD75E FG6HA6 "5E56 I5JD BA,ACDGK,A FG6HA6 @ALA6AECA

67,#- 708%89#08): 1#-2&-.

’GCD5JA LA6FAEDGD75E ) M *+#,+-.%/$ ) M *+#,+-.%/$ #0%)1 ［?］

’GCD5JA LA6FAEDGD75E ) M #0%-.$ ) M #0%-.$ #0%2 ［#、N、$］

O+,5JA LA6FAEDGD75E ) M 3+4-5$/$ ) M %0$+. !"#6’( ［=］

BPC65JA LA6FAEDGD75E 7 M 3+4-5$0%+/$ ) M #0%-.$ $%&’; $%&( ［)］

47;)0-)<’8/ 1#-2&-.

(P67EA K75J+EDQAJ7J ) M #0%-.$ ) M #0%-.$ D@<-（8#4） ［>］

(+67F7R7EA K75J+EDQAJ7J ) M #0%-.$ ) M #0%-.$ D@<- ［0］

=&.8.0#:/&;8117:80> 1#-2&-.

<7J7E 6AJ7JDGECA ) M #0%-.$ ) M #0%-.$ 4$& ［43、44、4?］

’GCDGC7E S 7FFPE7D+ ) M 0%.953*.#/$ ) M 0%.953*.#/$ #0:; ［4#］

) M :+&<+4-/<

) M 80$$+&.

) M =5*4$54..

?@? 营养缺陷型标记

这一类选择性标记是建立在 D@<- 抑制基因基础上的。

"7CH,A+ 等［>］以此构建了一个乳酸菌食品级载体 &ST4，它由

乳酸乳 球 菌 一 个 质 粒 的 最 小 复 制 子、乳 球 菌 的 赭 石 突 变

（UCQ6A）抑制基因 $/3( 及一段人工合成的含有 44 个限制酶

切点的多克隆位点组成。载体大小约 ?HK。当与嘌呤生物合

成途径中的基因发生赭石突变的宿主联合使用时，$/3( 便可

用作选择性标记。依照同样的策略，用琥珀突变（-FKA6）抑

制基因 $/3> 构建了可抑制嘧啶营养缺陷的一个食品级载体

&ST?33［0］。无义突变抑制基因较之其它食品级标记有许多

优点。它使用灵活，可在多种培养基上进行选择；其基因产

物是 @<-，而不是蛋白质，因此不会有酶活性或抑菌作用。

但 D@<- 抑制基因可能会导致多效效应，这是它不利的因素。

?@A 细菌素抗性或免疫性标记

在乳酸乳球菌中发现有一些菌株不产乳链菌肽（<7J7E），

但对乳链菌肽具有抗性［4N ，4$］。经基因克隆和 "<- 测序证明

乳链菌肽抗性（ 4$&）基因编码一个疏水蛋白，与乳链菌肽产

生菌中发现的乳链菌肽免疫决定子无关。 4$& 基因已被克隆

到 &2BN3、&S!344 等乳球菌质粒上，在含乳链菌肽的培养基

上选择到乳链菌肽抗性转化子［43 V 4?］。

#0:; 基因是约氏乳杆菌 2(W 443>> 产生的 ’GCDGC7E S 的免

疫基因。将含有 #0:; 基因的质粒 &.@XN#N 转化到发酵乳杆

菌 </"U 4)$3 后，可用加入 ’GCDGC7E S 的 培 养 基 选 择 转 化

子［4#］。 #0:; 标记片段小，通用性好，可在许多对 ’GCDGC7E S 敏

感的乳杆菌中使用。此外，嗜酸乳杆菌的 -C7R5C7E - 和 -C7%
R5C7E Y 的结构基因和免疫基因已分别在干酪乳杆菌与植物

乳杆菌和发酵乳杆菌中表达［4=，4)］。这都给利用细菌素免疫

基因作为食品级标记提供了可能。

与许多抗生素抗性一样，也存在细菌素抗性或免疫性自

发突变的问题。克服这个问题的办法是用一种以上细菌素

抗性或免疫性作为选择性标记或将细菌素抗性或免疫性与

另一种食品级选择性标记联合使用。已经构建了可产多种

细菌素的乳酸菌，在培养基中加入 ? 种甚至 # 种细菌素将大

大降低抗性或免疫性自发突变的频率。

A 食品级诱导物

在乳酸菌中已发现一些启动子可被特定的诱导物或环

境因子所诱导。用这些启动子构建的食品级基因诱导表达

系统可使目的基因的高效表达与宿主菌的生长分开，以减少

基因表达产物对宿主菌造成的不利影响。乳酸菌中被用作

)4$N 期 张振中等：乳酸菌食品级基因表达系统



食品级诱导信号的有：糖类、温度、!"、盐和噬菌体感染等。

而目前最有效的一个食品级诱导表达系统是 #$%&（#’(’)*
+,)-.,//01 02!.0((’,)）系统，该系统在加入诱导物乳链菌肽后，

诱导效率可达 3444 倍以上。

!"# 糖类

乳糖操纵子是研究得最为清楚的乳球菌操纵子，已从分

子水平上阐明了乳糖利用的控制机制。它的 !"#$ 启动子不

受乳糖分解代谢物阻遏，而受自我调节的 56+7 阻遏物控制。

乳糖的诱导作用是通过乳糖分解代谢的中间物塔格糖*8*磷
酸激活 56+7 阻遏物实现的。这已用 !"#$ 启动子和 !"#% 启动

子与费氏弧菌荧光素酶基因 !&’$( 进行转录融合，经体内生

物发光测定而得到证实。当加入乳糖时这两个启动子都有

诱导作用，!"#% 启动子是 9 倍，!"#$ 启动子是 : 倍［3;］。

除乳糖外，木糖也有诱导作用。乳酸菌中糖类的诱导效

率随启动子的不同及糖种类的不同而有差异（表 <）。

表 $ 乳酸菌糖诱导表达系统

%&’() $ *+,&-./01+2/’() )34-)55/60 5758)95 :6- ;<=

=-.6’)( =>?6. @.,A,-0. 70?>/6-,. $)1>+-’,) B6+-,. 70B0.0)+0

)"#*+#+##&, !"#*-, 56+-,(0 !"#% 56+7 C 34 ［3;］

)"#*+#+##&, !"#*-, 56+-,(0 !"#$ 56+7 C 34 ［3D］

)"#*+#+##&, !"#*-, 56+-,(0 !"#$E.9 56+7 C <4 ［<4］

)"#*+/"#-!!&, 012*+,&, FG/,(0 ’3!$ FG/7 C 84 ［<3］

4*510*+#+##&, *6157+06-!&, 56+-,(0 !"#4 H6/7 C 34 ［<<］

!"$ 细菌素

最著名的细菌素就是前面提到的 #$%& 系统［<I］。乳链

菌肽是广泛用作天然食品防腐剂的一种小肽，对人体安全无

毒。它的生物合成涉及 33 个基因。在其生物合成基因簇中

有 I 个启动子，其中 2-,$ 启动子和 2-,8 启动子可被乳链菌肽

诱导。J>’!0.( 等［<K］提出了一个乳链菌肽生物合成自我调节

的模型。首先，起传感蛋白作用的 #’(J（组氨酸激酶）识别乳

链菌肽分子（浓度低到 4L4:)?EA5），然后 #’(J 使 #’(7 磷酸

化，#’(7 作为一个应答调节物再激活 2-,$ 启动子，从而导致

下游基因的转录。这种诱导作用与诱导物乳链菌肽的浓度

在一定范围内成正比例。目前，#$%& 系统已被成功应用于

许多乳酸菌和乳酸菌以外的菌株，包括乳球菌、乳杆菌、链球

菌、肠球菌和芽孢杆菌［<: C <;］。

最近，在 (6M6+’)@、!/6)-6.’+’)N 和 +6.),O6+-0.’,+’) 生物合成

基因簇中也发现了这种双组分调节系统［<D，I4］。如果这些细

菌素对人体是安全的，那么它们都将有可能用作为食品级表

达系统的诱导物。

!"! 环境因子

!"!"# 热诱导：对乳酸乳球菌温和性噬菌体!./- 的 P#N 全

序列测定发现了一个与溶源性有关的调控区。它由转录方

向相反的 < 个基因启动子（@3 和 @< ）组成，分别控制 55+ 基因

（编码一个阻遏物）和 *1# 基因（编码 %., 的拓扑异构体）的表

达。@< 的表达受 7., 阻遏［I3］。通过获得一个热不稳定的 7.,
阻遏物变异体，从而实现该系统的热诱导表达。当将允许生

长温度（<KQ）提高到 K<Q时，结果使 @< 控制的表达诱导了

约 :44 倍［I<］。虽然热诱导作用不易应用于工业生产，而且容

易诱导其它热激基因表达，但该系统具有与大肠杆菌 @5 启

动子高度相似的潜力。

!"!"$ !" 诱导：最近从乳酸乳球菌中分离到受 !" 调节的

启动子。该启动子（@394 ）受 低 !"、低 温 等 因 子 的 正 调 节。

R61(0) 等对其进行了缺失突变，结果使 @394 的 !" 诱导作用

提高 3:4 倍［II］。

!"!"! 盐诱导：=6)10.( 等［IK］分离到一个氯化物诱导型乳酸

乳球菌启动子。采用缺失作图、核苷酸序列分析和引物延伸

鉴定了这个盐诱导启动子，并用这个启动子表达了乳酸乳球

菌 %.0 重组酶［I:］。

> 乳酸菌食品级基因表达系统

>"# 依据 !"# 操纵子控制的食品级表达系统

@/6--00>S 等［:］用 !"#8 基因作为选择标记，将来源于大肠

杆菌的"*葡糖醛酸酶基因（ 9&,$）克隆于载体上乳球菌乳糖

操纵子 !"#$ 启动子下游，同时插入氨肽酶 # 基因（ 010:）的转

录终止子以增加载体和克隆 P#N 的遗传稳定性。由于受体

菌乳酸乳球菌 #TI444 不含质粒，染色体上的 !"#8 基因有一

个符合读框的缺失，构建成一个乳糖诱导的食品级基因表达

系统。当在乳糖培养基上生长时，该载体可稳定存在于乳酸

乳球菌 #TI444 中，同时使"*葡糖醛酸酶基因在 !"#$ 启动子

的控制下获得高表达。@6G)0 等［3D］将乳糖操纵子整合到乳球

菌的染色体上，然后将来源于单核细胞增生利斯特氏菌噬菌

体 5R*K 中的 /G(’) 基因也整合到乳球菌染色体上，使其表达

由 !"# 启动子控制。这样 5R*K /G(’) 的表达和细胞裂解都受

培养基中乳糖的调节。

>"$ $%&’ 启动子控制的食品级基因表达系统

10 7>G-0. 等［I8］巧妙地构建了由 )’(N 启动子控制的乳酸

菌食品级基因表达系统。他们将编码乳球菌噬菌体!U=I 的

V,/’)（ !3*;）和 /G(’)（ !3*$）基因克隆到表达载体 !#T;434 上，得

到重组质粒 !#T;433，使 !3*; 和 !3*$ 这 < 个基因的表达都受

该质粒上 2-,$ 启 动 子 控 制。受 体 菌 ) W !"#*-, #TID44 含 有

2-,%< 信号传导基因，同时染色体上整合有编码氨肽酶 # 的

基因（ 010:）。当 加 入 诱 导 物 乳 链 菌 肽（4L43#?EA5）到 含

!#T;434 的 ) W !"#*-, #TID44 中时，并不影响 ! W !"#*-, #TID44 生

长；而加入到含有 !#T;433 的 ) W !"#*-, #TID44 中，就诱导 !3*;
和 !3*$ 的表达，导致菌株裂解，使活菌数下降超过 34 444 倍，

并将氨肽酶 # 释放到发酵培养基中。由于这个新的基因表

达系统的表达控制很严格，且所有的元件都来自乳酸菌，预

计不久将应用于诱导和缩短干酪的成熟期。

>"! 嘌呤调节的食品级基因表达系统

J’O0)’+V 和 X,V6)(0)［I9］将乳酸乳球菌噬菌体!YR5I 中的

/G(’) 基因融合到乳酸乳球菌嘌呤生物合成操纵子的一个启

动子下游。由于该启动子受生长培养基中的嘌呤核苷酸负
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调控，结果，随着生长培养基中的嘌呤被逐渐消耗，携带有

!"#$% 基因的乳球菌培养物自溶也逐渐增加。在加入嘌呤后，

就抑制了嘌呤操纵子启动子的转录，使乳球菌培养物的自溶

推迟了大约 &’。因此，这个食品级基因表达系统可按预定的

时间表去控制乳球菌培养物的自溶作用。

! 结 语

多种高度复杂的食品级基因表达系统正在乳酸菌中建

立起来，这不仅有助于了解乳酸菌的基因功能和表达调控的

规律，而且也是乳酸菌后基因组时代所需要。最近，乳酸乳

球菌的基因组测序已经完成，其它几个乳酸菌起子菌株和益

生菌菌株的基因组测序也已启动，乳酸菌基因组学已提上日

程［(&］。另外，乳酸菌食品级基因表达系统的建立也是乳酸菌

深层次的开发利用所需要。因为乳酸菌食品级基因表达系

统中的载体、受体及诱导物均为食品级，可直接制成口服制

剂，免去一般基因工程菌所需的繁琐、复杂的后提取工艺，为

基因工程生产安全、廉价的生物制品开辟新途径。所以，食

品级的乳酸菌工程菌本身及其表达产物可直接应用于食品

工业、医药工业和保健业等领域，有其巨大的应用前景和潜

在的商业价值。
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